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感染者血液样本中直接构建 1.3 倍基因组克隆的方法。以 HBV 感染者血液样本
提取的 DNA 样品为模板，采用一步 PCR 方法分别扩增 HBV 基因组的两个片段：
片段 A（nt961-nt3215/nt1-nt268）和片段 B（nt204-nt2043），再通过位于 nt247
位的保守的 Xba1 限制性内切酶位点连接形成以 HBV 的 961 位核苷酸作为起点、
2043 位核苷酸作为终点的 1.3 倍基因组克隆，新方法的构建周期由传统方法的 2
周左右缩短至 5 天左右。这一方法在 151 例慢性 HBV 感染者血清标本队列中进
行了验证，151 例样品中有 102 例能够成功的扩增出两个目的片段（67.5%），扩
增成功率与样本原始 HBV DNA 水平呈正相关。采用上述构建方法，我们成功构
建了涵括基因型 A、B、C、D、E、F、G、H 和 I 的 HBV 的 13 株代表性 1.3 倍





























In the absence of a suitable cell culture system and animal models supporting 
HBV infection, researchers usually use 1.3-fold-overlength genome plasmids to 
transfect hepatocyte cell lines to investigate the in vitro phenotypic characteristics of 
hepatitis B virus (HBV) clinical isolates. However, due to the complexity of HBV 
genome, previous method for construction of HBV 1.3-fold-overlength genome is 
cumbersome and time-consuming which is inapplicable large-scale investigation. In 
this report, we develop a novel strategy to simplify the construction procedures and 
result in a fast and convenient method which is especially suitable to be applied in 
clinical blood sample from individuals with HBV infection. In this method, through 
PCR amplifications using DNA specimens that were directly extracted from serum 
specimens, two fragments, A (nt961-nt3215/nt1-nt268) and B (nt204-nt2043), of HBV 
genome were obtained. An XbaI enzymatic site, which is highly conserved in HBV 
genotypes, was employed to bridge the whole 1.3-fold-overlength genome which 
starts at nucleotide 961 and ends at nucleotide 2043. The new protocol shorten 
turn-around-time from 2 weeks to about 5 days. Then this strategy was verified in a 
clinical cohort consisting of 151 serum samples colloected from patiens with chronic 
HBV infection. Finally, 102 out of 151 sera (67.5%) were amplified successfully, the 
yield ratio was postively correlated with the HBV DNA level of original specimens. 
According to this method, we sucessfully constructed 13 1.3-fold-overlength genome 
plasmids of  representative strains covering HBV genotype of A, B, C, D, E, F, G, H 
and I. We also preliminary evaluated the phenotypic characteristics, including the 
levels of viral RNA transcription, DNA replication, viral protein expression and 
secretion of these genome in Huh7 cells. The results demonstrated significant 
difference among strains of different genotypes, even among strains of different 
subtype in identical genotype, suggested that the viral sequence heterogeneity 
generated from natural evolution may cause significant viral phenotypic and 
functional change. In conclusion, the new convenient method we developed for 
construction of HBV 1.3-fold-overlength genome provides a powerful tool for scale 
investigation in vitro phenotypic characteristics of HBV strains from chronic hepatitis 
















characteristics of various genotypes and subtypes may provides scienctific basisto 
explain their disparity on epidemiological feature, pathogenicity and long-term 
clinical outcomes. 
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HBV: Hepatitis B Virus, 乙型肝炎病毒 
HCV: Hepatitis C Virus, 丙型肝炎病毒 
HIV: Human Immunodeficiency Virus, 人类免疫缺陷病毒 
HCC: Hepatocellular Carcinoma, 肝细胞癌 
ASC:Asymptomatic HBV Carrier, 乙型肝炎病毒携带者 
CHB: Chronic Hepatitis B Virus Infection, 慢性乙型肝炎病毒感染 
HBsAg: Hepatitis B Surface Antigen, 乙型肝炎病毒表面抗原（主蛋白） 
M-HBsAg: Middle Hepatitis B Surface Antigen, 乙型肝炎病毒表面抗原（中蛋白） 
L-HBsAg: Middle Hepatitis B Surface Antigen, 乙型肝炎病毒表面抗原（大蛋白） 
HBx: Hepatitis B Virus X Protein, 乙型肝炎病毒 X 蛋白 
HBIG: Hepatitis B hyper-immune globulin, 乙型肝炎高效免疫球蛋白 
DNAP: Hepatitis B Virus DNA Polymerase, 乙型肝炎病毒 DNA 聚合酶 
DR1: Direct Repeat 1, 直接重复序列 1 
DR2: Direct Repeat 1, 直接重复序列 2 
HBeAg: Hepatitis B e Antigen, 乙型肝炎病毒 E 抗原 
HBcAg: Hepatitis B Core Antigen, 乙型肝炎病毒 Core 抗原 
Anti-HBs: Antibody against Hepatitis B Surface Antigen, 乙型肝炎病毒表面抗体 
Anti-HBe: Antibody against Hepatitis B e Antigen, 乙型肝炎病毒 E 抗体 
Anti-HBc: Antibody against Hepatitis B Core Antigen, 乙型肝炎病毒核心抗体 
ALT: Alanine Aminotransferase, 谷丙转氨 
AA: Amino Acid, 氨基酸 
EPI：Expanded Programme on Immunization,扩大免疫规划 
ORF: Open Reading Frame, 开放阅读框 
IFN: Interferon, 普通干扰素 
LMV: Lamivudine, 拉米夫定 
ADV: Adefovir Dipivoxil, 阿德福韦酯 
ETV: Entecavir, 恩替卡韦 
LdT: Telbivudine, 替比夫定 
TDF: Tenofovir Dipivoxil, 替诺福韦酯 
DNA: Deoxyribonucleic Acid, 脱氧核糖核酸 
CCC DNA: Covingently Closed Circular DNA, 共价闭合环状 DNA 
















RNA: Ribonucleic Acid, 核糖核酸 
Pg RNA:Pregenomic RNA, 前基因组 RNA 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay, 酶联免疫吸附测定 
CLEIA: ChemiluminescentEnzyme-Linked Immunoassay, 酶联免疫化学发光检测 
WHV: Woodchuck Hepatitis Virus, 土拨鼠肝炎病毒 
DHBV: Duck Hepatitis B Virus, 鸭乙肝病毒 
GSHV: Ground Squirrel Hepatitis Virus, 地松鼠乙肝病毒 
WB: Wesertern Blotting, 蛋白印迹实验 
SB: Southern Blotting, DNA 印迹实验 
NB: Northern Blotting, RNA 印迹实验 























界流行，全球有 20 亿人曾感染过 HBV，其中 3.5 亿人为慢性肝炎感染[3]，世界
范围内每年新感染 HBV 近 5000 万人，大约有 3500 万慢性肝炎感染者面临着发
展成肝硬化和肝癌的威胁，约有 100 万人死于 HBV 相关的肝衰竭或原发性肝癌，
而我国超过其中的 1/3[1]。虽然全世界各个国家都受到乙肝的威胁，但是它的地
理分布却是极度的不均[4]（图 1-1），慢性乙肝的携带者的比例在东南亚和撒哈拉
以南的非洲超过了 10%，而在北欧和北美的比例却低于 0.5%[1]。2006 年，我国




Fig.1-1 Global distribution of hepatitis B virus infection 
 
1986 年，美国 Merck 公司生产了第一个重组啤酒酵母 HBV 疫苗，它的出现

















毒性肝炎会议，要求从 1997 年度起在世界范围内将 HB 疫苗纳入计划免疫，对
全体婴儿实施免疫接种[6]。我国自 1992 年起推荐 HB 疫苗用做新生儿常规免疫，
疫苗和注射需付费；2002 年我国卫生部将 HB 疫苗纳入“免疫扩大计划（EPI）”
中，提供免费疫苗。2005 年所有新生儿免费接种 HB 疫苗，提高了接种覆盖率、
出生接种及时率和全程接种率。但我国仍然有超过 7%的人口有慢性 HBV 感染，
因此仍是一个严重的公共卫生问题，HBV 的防治工作依然形势严峻。并且由于
慢性 HBV 感染所引起的肝纤维化、肝癌、肝功能异常等终末期肝病，全球范围




DNA 的嗜肝性病毒，细分为哺乳动物的正嗜肝 DNA 病毒和水禽类嗜肝 DNA 病
毒，人 HBV 是嗜肝 DNA 病毒的原型。 
1.1HBV 病毒颗粒 
1965 年 Blumberg 等[8]在澳大利亚土著人血清中发现与乙型肝炎病毒相关抗
原 “澳大利亚抗原（Australian antigen），到 1973 年确定为乙型肝炎表面抗原
（HBsAg）。电镜下可发现 HBV 的 3 种颗粒：大球形颗粒、管形颗粒、小球形
颗粒（图 1-2）。大球形颗粒又称完整毒粒，由 Dane 等[9]在 1970 发现，又称 Dane
颗粒，直径为 42nm，呈球形，负染后在电镜下有双层外壳。完整颗粒由 HBs 蛋
白构成外膜，单一 HBc 蛋白形成的 20 面体核壳组成。核心颗粒直径为 34nm，
内含 3.0-3.2Kb 环形、部分双链 DNA 基因组和病毒编码的 P 蛋白，游离的核壳
只能在肝细胞核内观察到。管形颗粒的直径约为 20-22nm，长度在 100-700nm 之
间，它是一串聚合外膜蛋白颗粒，是空心包膜，仅具有 HBsAg 抗原性，无传染


















图 1-2 血清中乙型肝炎病毒颗粒电镜图[10] 





1.2 HBV 基因组 
HBV 大小仅为 3200 碱基对，目前发现的 HBV 大小为 3182-3248bp，是已知
的真核细胞中 小的 DNA 包膜病毒[11]，我国流行的 B 基因型和 C 基因型大小均
为 3215bp（图 1-3）。HBV 基因组结构独特，是一个部分环状双链 DNA，其双
链长度不同，与病毒 mRNA 互补全长的一链，定为负极性，较短的一链则定为
正极性。负链的 3’端有 5-8 个碱基与 5’端重复，成为末端冗余或过剩段；正链仅
5’端固定，3’端位置不定，其长度为负链的 50%-100%。正负链的 5’端相对固定，
2 个 5’端之间的 224bp 为粘性末端，其两侧存在 11bp 直接重复序列，称为 DR1
和 DR2。此重复序列和 HBV-DNA 的复制及与宿主 DNA 的整合有关。DR1 位于
负链 DNA 的 5’端和 3’端交汇处，DR2 位于正链 DNA5’端。DR1 和 DR2 的相对
同源性，使 DNA 分子在复制过程中形成粘性末端，进而形成环状。 
HBV 负链 DNA 序列至少有 4 个开放阅读框（openreading frame，ORF）[12]：
Pre-S /S、Pre-C/C、Pol、X，分别编码表面蛋白、e 蛋白、核心蛋白、HBV P 蛋
白、X 蛋白。S-ORF 分为前 S1 区、前 S2 区和 S 区，各有其起始密码子 ATG。
















疫攻击的靶表位所在。P-ORF 是 长的阅读框，开始区段与 C-ORF 部分重叠，
中间与 S-ORF 完全重叠， 后区段与 X-ORF 部分重叠。它编码病毒的末端蛋白、
反转录酶和 RNA 酶 H[13]。X-ORF 在 nt1374-1838，其基因产物 HBx 为 17KD，
是一种多功能的反调节因子，包括转式激活增强子和启动子的转录功能。 
在病毒基因组上，不仅有编码蛋白的结构基因，还有调节元件分布在 HBV
基因组中。其中 DNA 调节元件主要包括 4 个启动子、2 个增强子、糖皮质激素
应答元件、负调节元件、CCAAT 元件等。 
 
图 1-3 乙肝病毒的基因组结构[14] 
Fig.1-3 The genome structure of HBV 
2.病毒蛋白和病毒变异 
HBV 基因组含 4 个基因，经由 4 种 mRNA 编码合成 9 种病毒蛋白，体现小
结构的高效率。9 种病毒蛋白包括组装病毒的外膜（主蛋白、中蛋白、大蛋白）
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